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(54) SYSTEME DE CRIBLAGE PERMETTANT DE SELECTIONNER DES MOLECULES AYANT UNE ACT1VITE 
W SPECI RQU EM ENT D1RIGEE CONTRE UNE CIBLE BIOCHIMIQUE DETERMINEE. 

(57) 1 . Systeme de criblage permettant de selectionner des 
molecules ayant une activite specifiquernent dirigee contre 
une cible biochimique determinee. 

2. II comprend au moins deux microorganismes distincts, 
Identiques du point de vue genetique a I' exception de I'acti- 
vite cible ou d un homologue de cette activite: 

. le premier pour tester ('expression de Pactivite cible ca- 
pable de complementer un microorganisme ne presentant 
plus d'acttvite homologue endogene et permettre ainsi sa 
croissance, 

. le second pour tester ('expression d'une activite homo- 
logue a Tactivite cible provenant d'un organlsme quelcon- 
que et capable de complementer le meme microorganisme 
ne presentant plus d'activite homologue endogene et per- 
mettre ainsi sa croissance. 
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Systfcme de criblage permettant de seiectionner des molecules ayant tme activity 
sp6cifiquement dirig6c contrc une cible biochimiquc d6leuiiiii6e 



5 La prfsente invention a pour objet on systfcme de criblage permettant de sflecdooner 

des molecules ayant une activitf sp&ifiquement dirig^e contrc une cible biochimiqoe 
d6tefinin6e. 

La ndcessit6 d'obtenir des produits phytosanitaires k mode faction parfaitement 
caract£ris6 rend de plus en plus indispensable 1' utilisation de tests de criblages permettant de 
10 sfiectionner les molecules issues de la synthase sur la base (Tun critfcre d'activitf sperifique 
vis k vis <fune cible biochimique determinee. De tels tests doivent de plus 8tre adaptable k un 
criblage d'un trfes grand nombre de produits. Une des conditions serait (fautomatuer 
I'utilisation de tels tests et par consequent les paramfctres mesurables du test doivent fitie 
simples k observer. 

15 L'oldium des creates (Erysiphe graminis), des arbrcs fruitiers et de la vigne 

repi6sente une maladie causant la destruction (Tune part appreciable des i&oltes* Cette 
maladie est controlde par difiKrents produits k activity fongicide et, en particulier, de la 
famille des triazoles. La necessity de produits altematifs est 6vidente. Cependant, les moyens 
de criblage sur oldium sont compliqu6s par la nature de parasite obligatoire de ce 

20 champignon. En effct, sa croissance est impossible en dehors de la presence de la plants hate, 
ce qui exclue toute possibility de test de criblage sur boites de Petri et n&essite un criblage 
en sene relativement lourd k mettre en oeuvrc. 

La prfsente invention a pour but de rfpondre k ce besoin en proposant un systfcme de 
criblage sperifique in vitro et adaptable au criblage (fun trfes grand nombre de produits. Elle 

25 concerne plus particuli&renrent un syst&me de criblage permettant de sfiectionner des 
molecules ayant une activity specifiquement dirigfe contre une cible biochimique 
determine^ compienant au moins deux microorganismes distincts, identiques du point de vue 
g6n6tique k 1'exception de factivity cible ou (fun homologue de cette activity : 

• le premier pour tester l'expression de factivity cible capable de complementer un 
30 microorganisme ne pr^sentant plus (f activity homologue endogfcne et permettre ainsi sa 

croissance, 

• le second pour tester l'exprcssion dune activity homologue k factivity cible provenant 
d'un organisme quelconque et capable de complementer le memc microorganisme ne 
pr6 sentan t plus (factivity homologue endogfene et permettre ainsi sa croissance. 

35 De preference le systime comprcnd 2 ou 3 microorganismes distincts. 
Ces microorganismes peuvent "tie soit eukaryotes, soit prokaryotes. 

Les microorganismes compiementes sont n uveaux et font egalement partie de 
f invention, lis sont caracterises n ce qu'ils ne presentent plus, par mutation, (factivity 
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homologue de Factivite tfune ciblc d6ttmun6c ct qu'il sont compiementes par expression de 
Factivite cible ou tfune activity h mologue. 

Les microorganismcs sont rigomeusement identiques tfun point de vue g£netique k 
5 l'exception de 1'expiession de Factivite able ou (fun homologue de cette activity. L'inhibition 
difffrcntielle potentielfc de leur croissance ne peut rfsulter que de l'inhibition de Factivite qui 
les difKiencie. Une inhibition de la croissance des deux rfsulterait, soit de l'inhibition tfune 
activitf commune, soit de l'inhibition par un mane produit de Factivite qui les difference. 
Par consequent, Fobservation de la croissance de ces deux types de microorganismcs pcrmet 
10 de cribler des molecules ayant une activity inhibitrice sp6cifique de la cible biochiiraqoe 
donn6e. 

Toute cible biochimiquc peut etre utilis6e afin de i^aliser le syst&me de criblage qui 
fait Fobjet de la pr6sente invention, quelle soit tforigine v6g6tale, fongique, bacterienne, 
animate ou humaine. Ccpendant, afin de per m ettre une observation simple bas6e sur le entire 

15 de croissance, il est pr£f6rf que l'inhibition de Factivite de la cible biochimique soit Ktak 
pour la croissance du microorganisme, au moins dans un milieu de culture determine. 

Par activity cible, cm entend Factivite enzymatique prfsente dans rarganisme dont on 
veut assurer le controle par la d£couverte de produits. 

Par activity homologue k Factivite cible, on entend Factivite enzymatique identique k 

20 celle contenue dans Forganisme cible, mais prfsente dans un autre organisme. 

Par complementation, on entend la capacity tfune activity enzymatique h6t6rologue, 
e'est k dire provenant tfune source dififcrente de celle de Forganisme hote utilise pour 
Fexprimer, k permettre la restauration d'un comportement analogue ou trfes proche du 
comportement de Forganisme sauvage, e'est k dire non modiffc, k un organisme hfite modifie, 

25 dont le comportement, par rapport k un type sauvage, est altgrf par absence de cette activity 
L'acftylcoenzyme A carboxylase (ACoACase ou ACCase; EC 6.4.1.2) catalyse la 
carboxylation ATP-dependante de Fac6tyl-CoA pour produire du malonyl-CoA. Le malonyl- 
CoA produit par FACoACase est utilise dans diverses reactions et voies m6taboliques: en 
particulier die reprfsente Fetape limitante de la voie de biosynthfcse des ackfes gras. Chez les 

30 organismes de type eukaryote, les trois activitfe composant Factivite ACoACase (biotin- 
carboxyl carrier protein, biotin carboxylase et carboxyltransferase) sont portdes par un seul 
polypeptide multifonctionncL La sequence codant pour les gfcnes ou ADNc de plusieurs 
ACoACase est connue et a 6t6 publi6e. La taille de F ADNc complct est de Fordre de7kbp 
pour la partie codante. Cependant, k l'exception du gfene codant pour FACoACase de levure 

35 (flcci), aucune des sequences publi6es ne correspond k un equivalent complct tfun ADNc 
codant pour FACoACase. Cestk dire que la sequence a ete btenueipartirdecl netfADNc 
incomplets et chevauchant, mais la rec nstitution ou Fobtention d'un ADNc complct et 
fonctionnel, car permettant la synthase tfun polypeptide actif, n'a jamais ete rapportee. II a 
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6t6 montrf que l'inactivati n par disruption genique du gene codant pour 1'ACoACase de la 
levurc Saccharomyces cerevisiae etoit legale a 1'etat hapl ide. n est de plus bien connu que 
certaines isoformes de l'enzyme de plantes monocotyledones sont inhibees par des produits 
herbicides de la famffle des aryloxyphenoxypropionates et des cyclohexanediones et que cette 
5 inhibition conduit a la destruction des plantes sensibles, confirmant ainsi le caractere lend de 
Knactivation de 1'ACoACase sensible a ces produits. L'invcntion a egalement pour objet la 
sequence du gene codant pour l'ACoACase d'Erysiphe graminis, qui est nouvcllc. 

L'invcntion a 6galement pour objet un precede" pour cribler des molecules protectrices 

10 des plantes qui consiste a preparer les microorganismes tels que decrits ci-dessus 

La mise en oeuvxe du syteme de criblage tel que decrit dans la presente invention pour la 
selection de molecules presentant une activity specifique (Tinhibition vis a vis d'une able 
biochimique ddtenninee, et particulierement de l'ACoACase (Toldium, est realisee de la facon 
suivante. Un ou l'autre des microorganismes mutants, Neurospora ou levurc, decrits dans les 

15 exemples developpes ci-dessous, est compl6ment£ avec les ACoACases provenant de 
differcntes sources: rat, oTdium par exemple. On obtient done un microorganismc exprimant 
un type d'ACoACase et l'autre microorganismc exprimant l'autre type d'ACoACase. Ces deux 
microorganismes sont strictement identiques par ailleurs. Les deux microarganimes sont mis 
en presence du produit a tester et on observe l'inhibition eventuelle de la croissance, par 

20 exemple en culture dans un dispositif de microplaques. Si une inhibition de la croissance du 
rnicroorgardsme exprimant l'activiuS ACoACasc d'oidium est observee en rneme temps qu'une 
absence d'inhibition de croissance du microorganismc exprimant l'activitf ACoACase, par 
exemple de rat, on peut alors conclure que ce produit a une action specifique sur l'ACoACase 
d'oidium Une observation de ce type correspond bien au resultat attendu de la mute en 

25 oeuvre du systeme de criblage tel que decrit dans la presente invention. 

Deux exemples sont presentes afin de dormer un apercu du champ d'application de la 
prlsente invention. Ces exemples ne sont pas rcstrictifs et n'epuisent evidemment pas toutes 
les possibilites d'utilisation d'un tel systeme de criblage par un homme de metier. 

30 Seules les techniques non g^neralement accessibles ou pen rfpandues en utilisation de 

routine, comme par exemple la transformation de Neurospora crassa ou les techniques de 
mutageneses specifiques a ce champignon, ont etc" decrites de facon exhaustive. En ce qui 
conceme les techniques d'extraction, de manipulations enzymatiques, dobservation visuelfc 
ou apies marquage radioactif des acides nuclelques, elks sont decrites dans la purpart des 

35 manuels de reference. Les modifications enregistrees entre les differcntes versions n'ont pas 
de consequences qualitatives sur le resultat attendu. De meme en ce qui conceme 1'utflisation 
de la levurc Saccharomyces cerevisiae et, en particutier, les techniques de lecombinaison 
homol gue de l'ADN pour 1' btention de mutants. L'h mme de l'art peut done avec benefice 
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ch isir one ou un melange dc ces dififcrentes mfthodes. Les deux manuds dc rfftrence que 
nous avons utilises pour lcs experiences d6crites ci-dessous sont tout k fait g6n6rakment 
accessaries: 

o Current Protocols in Molecular Biology, 2 volumes (1994) Ausubd RML, Brent R., 
5 Kingston R-E., Moore DJX, Seidman J.G., Smith LA. and Struhl K. editors, John Wiley 

and Sonsjnc. Ce manuel de r^fi&ence sera cit£ par la suite comme "CPMB". 
o Molecular cloning: a laboratory manual, 3 volumes (1989) Sambrook J„ Fritsch EJ 7 . and 

Maniatis T. editors, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Ce manuel de rfffcrcnee sera 

cit£ par la suite comme "Maniatis". 

10 

EsfiBBfls 1 

Dans ce premier exemple, une souche de levure diploide disraptfe dans une des 
copies du gfcne accl, e'est k dire dont le gfcne accl a 6t6 spfcifiquement inactitv6, a &6 
complements par lexpression tfun ADNc (TACoACase de rat La sporulation des levures 
15 transformfes a permis d'obtenir des levures haploldes disraptfes gardant leur capacit6 de 
croissance par expression de Factivitd ACoACase de rat 

n Ohtenbon June smiche de levure Saccharomvces cerevisiae diploide rogsentant une BgBB 
rfisniptfednpfcneflrr/ 

La souche de levure Saccharomyces cerevisiae YPH 501 utilisle pour ce travail a 6t£ 
20 obtenue auprfes du fournisseur Stratagene, n° catalogue: 2174415. Cette souche prfsente le 
genotype suivant: mat da, uroJ-52, fysl-ZOl™***, a£ fe2-101 ochrc , &p/-D63, his3-D2D0, 
ta<2-Dl. 

a- obtention du fragment disruptant 

L'ADN de la souche YPH 501 a 6x6 extrait suivant le protocole d£crit dans k 
25 "CPMB". Cent ng d'ADN g€nomique ont 6x6 utilises pour amplifier un fragment de 
TACoACase de levure dont la sequence est dferite dans: Al-Feel W., Chirala S.S. and Wakil 
SJ. (1992) ProcJ*atlAcad.ScLU.S.A M 89, 4534-4538. Cent cinquante ng de chacun des 
deux oligonucleotides suivants ont 6x6 utilises sous un volume final de 50 ml, la position 
nuctfotidique correspondant k la premi&re base 5 V par rapport k la s6quenee publife est 
30 indiqufc entre parenthfcse k cdx6 de rexti£mit£ 5': 

oUgol: 5X48()0)-GACeAAIlC^ , CAATAAGG•3 , (site EcoRI soulign£) 
oligo2: 5X6188)-GATAATTGAfiAiaCAATTC-3' (site Bgffl soulignf) 
Lcs conditions de la PGR sont celles d£crites par le fournisseur Perkin-Elmer avec un 
appareil de type 9600. Les conditions de cycles utOisles sont 5minJ95 o C-35x(30sec/95°C- 
35 30sec750°C-lmin.30secy72°C>5miny72 o C. La taille du fiagment amplifif est de environ 
1,4 kpb. 

Le fragment amplify a 6x6 clon£ par ligation dans un vecteur de cl nage de prodnhs 
PCR construit de la fa$on suivante. L'ADN du plasmide pBSIISK- est dig6r6 par Fenzyme de 
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restricti n EcoRV, puis traitf par l'enzyme terminal transferase en presence de 
dideoxythymidine, dans les conditions decrites par le foumisseur (Boehringer). L'ADN do 
plasmide recombinant resultant de la ligation du produit PCR avec le vecteur prepare* sekn 
les conditions ci-dessus a et6 preparf en quantite" puis digdrf par les enzymes de restriction 
5 MscI et EcoRV qui coupent toutes deux uniquement dans l'insert et eliminent un fragment de 
0,7 kpb. Le fragment de haul poids moleculaire obtenu est separf du fragment de 0,7 kpb par 
electrophorese et purifie a partir du gel. Ce grand fragment est mis a liguer avec un fragment 
a extremites tranches de 1,1 kpb contenant le gene urdi. Ce fragment provient de la digestion 
par les enzymes de restrictions EcoRI et Hindffl du plasmide pYEUra3 commercialism par 

10 Qontech sous la inference 6195-1, suivi d'un remphssage des extremites coheaves par la 
polymerase de Klenow, puis d'une purification du fragment de 1,1 kpb contenant le gene 
urab apres electrophorese en gel d'agarose. Un des plasmides obtenus obtenus a 6t6 prepare 
en masse, puis <tiger6 par les enzymes de restrictions EcoRI et BgllL Le fragment de environ 
1,8 kpb a 6t£ purifie* apres electrophorese en gel d'agarose. Ce fragment lineaire contient 

15 environ 035 kpb du site EcoRI au debut du gene wra3 insert, 1,1 kpb correspondant a 
l'insertion du gene ura3, environ 035 kpb de la fin du gene ura3 insert" an site Bgffl. Ce 
fragment lineaire sera utilise" par la suite pour obtenir la disruption du gene accl dans la 
levure. n sera nomme* par la suite : le fragment disruptant 
b- disruption de YPH501 

20 Le protocole suivi est decrit dans le "CPMB". Un mg du fragment disruptant est 

electropore dans les levures YPH501 electrocompfclentes avec un BioRad pulser dans une 
cuvette de 0,2cm d'fpaisseur, 200Ohms, 25 uFarads et 1500volts. Les levures sont 6tal6es sur 
un milieu minimum (Yeast nitrogen base) contenant tous les acides amines et bases pour 
lesquels la souche est auxotrophe (leucine, histidine, lysine, adenine, tryptophane) a 

25 l'exception de l'uracile. Ce milieu contient 1M sorbitol comme osmoprotectant Apres 3 jours 
de croissance a 28°C, les colonies sont rcpiquees sur le meroe milieu sans sorbitol Apres 2 a 
3 jours de croissance a 28°C quelques colonies sont ensemencees dans 10 ml du roSme 
milieu liquide et misent a pousser pour deux a trois jours, a 28°C et a 250 rpm sur une table 
agitante. 

30 L'ADN chromosomique de ces colonies est extraits suivant le protocole decrit dans le 

"CPMB". Environ 1 mg d*ADN est digere* par les enzymes de restrictions EcoRI et BglH et 
soumis a une electrophorese sur gel d'agarose. L'ADN est ensuite transfihe* sur une membrane 
Nytran (Scleicher et Schull) en suivant les instructions du foumisseur. Cede membrane est 
hybridee a 65°C dans une solution contenant 0,25% lait 6cr6m6; 6xSSQ 0.1% SDS avec le 

35 fragment amplifie* de 1,4 kpb rendu radioactif par "randonvpriming" . La membrane est 
rincee a 65°C dans une solution de 03xSSC; 0,1% SDS, puis ntise en fluorographic a -70°C 
avec un film RPXOmat et un ecran renf orcateur Quantam. Apres environ 4 hemes de 
fluorographic les clones disruptee dans une copie du gene accl prfsentent un profil 



2727129 



(Hybridation de 2 bandes. Une bande a 1,4 kpb correspondant a Hybridation do fragment 
EcoRI/Bgin dde la copic sauvagc du gene acc/ ct une bande a 1,8 kpb concspondant an 
fragment EcoRI/B gin ayant It* delete - du fragment MscI/EcoRV ct ayant integre a la place le 
gene ura3. La mSme hybridation iealisee sur de l'ADN extrait de la sooche YPH 501 non 
5 transformee ne permet d'obscrver que la bande k 1,4 kpb. 

Un des clones de levuxes piesentant le profil ci-dessns a 6t6 mis cn croissancc dans le 
milieu de spoliation dans les conditions decrites dans le "CPMB". La dissection des spores a 
6te" iealisee avec un micromanipulateur de Fombrun. Les spores ont 6x6 misent a gamer sur 
un milieu complet de levure YPD supplements par diffcrents acides gras: acide myristique, 

10 acide olelque, acide stearique et acide palmitique, chacun a 0,01%, dans 1% du detergent 
Brij58. Dans ces conditions, seules deux spores sont viables pour chaque asque contcnant 4 
spores. Les deux spores viables 6tant haploides et auxotrophes pour 1'uracile. Cede demiere 
experience permet de confiimer que la disruption du gene accl est letale i l'etat hnpkiirtr, 
repetant aina les travaux deceits pan Hasslacher M., Ivessa AS., Paltanf F. and Kohrwein 

15 S JX (1993) LBioLChem., 268, 10946-10952. Cette soucne diploide YPH 501 presentant une 
copie disruptee du gene accl a et£ nominee YPH 501 Daccl, et sera utilise par la suite 
comme souche recipiendaire pour la complementaion par les differcntes activites ACoACase 
testees. 

2j nhtentinn tfun clo ne d'ADNc cnmplet de 1'ArnAPase de raL 

20 Les differcntes experiences ont 6t6 realisees a partir de la sequence de TACoACase de 

rat de 7038 pb a 6t6 publiee par. Lopez-Caztilas F., Bai D-H., Luo X., Kong I-S., Hermodson 
NLA. and Kim K-H. (1988) Proc.NatLAcad.ScLU.S.A, 85, 5784-5788. Trois couples 
^oligonucleotides ont ete synthetises pour permettre I'amplification par PCR de l'ensemble 
des fragments constituant l'ADNc complet de 1" ACoACase de rat a partir d'ADNc simple brin 

25 de foie de rat disponible commercialement chez Qontech sous la inference: 7151-1. Les 
couples ^oligonucleotides ont 6t6 choisis de facon a permettre un remontage facilitf de 
l'ADNc complet car piesentant des sites de restrictions uniques. 

La sequence des 3 couples ^oligonucleotides utilises est la suivante, la position nucleotidique 
correspondant a la premiere base 5' par rapport a la sequence publiee est indiquee entre 

30 parenthese a cdt£ de rextremite 5*: 

1: 5(l)-ACCrrCTCCACATGGATGAAC(^TCTCCGTTG-3' (le site XhoL rajoute sur 

1'otigonucleotide et absent de la sequence de 1'ACoACase de rat, est soulignC. La sequence 

publiee commence au A juste derriere le site Xhol souligne) 

1': S^l^GCCAGAGACACTGGTCATG-y 
35 2: 5'(2515>CAGAGCACAGCTCTCCGAG-3' 

2': 5'(4740)-GTCnTGGTCACATACGGAG-3' 

3: 5'(4518H3GTCCTCCAGGCAGAACTG-3' 

3': 5'(7038)-CTACGTAGAAGGGGAGTCC-3' 
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Les conditions utflis6es pour l'amplificati n PGR etaicnt 5 ml de Quick-clone cDNA dc foie 
dc rat dc Clontech, 300ng dc diacun dcs oligos dcs c uples sous un volume de 100ml dans 
les conditions donn£es par le fournisseur de la Taq DNA polymerase: Feririn-Ehner. Les 
conditions de cycles sur FappaieU Perkin-Elmer 9600 dtaient 5nun/95 o C-50x(30seq/95°C- 
5 30sec/55°C-3mii^2°C)-5mii|/72 o C 

Les produits ^amplification ont 6t£ clones dans un vecteur pBSIISK- selon les mSmes 
modalites que celles ddcrites ti-dessus pour le clonage du fragment disruptant Sauf poor 
l'insert resultant de Famplification par les oligonucleotides 1/1 ' qui a prfalablcment 6t6 dig6rf 
par Xhol ct Xbal puis ligature avec le plasmide pBSIXSK- dig&6 par les memes enzymes. 
10 Trois fragments clones ont ainsi 6t6 obtenus conespondant k: 

Futilisation du couple ^oligonucleotides l/V pRPA-ML-756 
TutOisation du couple d'oligonucliotides 2/2' pRPA-ML-751 
1'utilisation du couple ^oligonucleotides 3/3' pRPA-ML-757 
L'obtention (Tun ADNc complet codant pour 1' ACo ACase de rat & partir de ces tois 
15 clones a 6t6 effcctu6e de la fa^on suivante: 

1- rinsert Oal/EcoNI du done pRPA-ML-751 est ligature avec 1'ADN du done pRPA-MLr 
757 dig6r€ par EcoNI/Oal. Le done resultant, nomme pRPA-ML- 758, contient ks done 
fragments presents dans pRPA-ML-751 etpRPA-M1^757. 

2- l'insert Xbal du done pRPA-ML-758 est ligature avec l'ADN du done pRPA-ML-756 
20 digere par XbaL Un des clones resultant de l'orientation en sens rcquis de l'insert de pRPA- 

ML-758 dans pRPA-ML-756, nomme pRPA-ML-760, contient les trois fragments presents 
dans pRPA-ML-756, pRPA-ML-75 1 et pRPA-ML-757 . 

Ce plasmide final obtenu a ete nomme pRPA-Ml^760 et contient un insert de 7038 
pb conespondant & l'ADNc complet de FACoACase de rat Get insert est utilisable pour 
25 transfert dans (Tautres vecteurs aprfcs digestion par Xhol (cote 5*-ATG) et NotI ou EagI (c&e 

3- stop). 

K Ohtentinn de levure haploide s riisniptees dans le gfene accl et compiementfes WT fc 
pmdiiit de rexwession de l'ADNc de Y ACoACase de rat 

a- transfert de l'ADNc complet de 1'ACoACase de rat dans un vecteur tTexpiession 

30 levure 

Le vecteur d'expression dans la levure pYES2 commercialise par la soci6te Invitrogen 
sous la reference V825-20 a ete utilise comme vecteur de base. Une partie du gfcne ura3 
present dans ce vecteur a ete eiimine par coupure par les enzymes de restrictions Apal et 
NheL Le vecteur delete a ete traite par la T4 DNA polymerase afin de rendre fianches les 
35 extremes des coupures. 

Deux olig nucleotides de sequence, la positi n nucl6otidique conespondant i la 
premise base 5' par rapport & la sequence publifc est indiqu6e entre paienthfcse k c6t£ de 
l'extremite 5',: 
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5'(2Q8KnTjA(XX3CTAGGAT 
5X1434^TTTACAATITCOCK5ATCC^ 

ont 6t6 utilises poor amplifier le gfcne to J i partir du plasmide pRS4 1 3 commercialise par la 
soci&£ Stratagene sous la inference: 217413. Lc fragment a 6*6 amplifie par PGR dans its 
5 conditions suivantes: Appareil Pferkin 9600; 50ng d'ADN do plasmidc pRS413; 300ng de 
chacun des deux oligonucleotides sous un volume final de 100ml dans les conditions 
prfconis6es par Perkin-Elmer, fournisseur de la Taq polymerase; 5mhV95°C- 
25x(30sec/95°C-30sec/55 Q C- lmin30sec/72 o <>5nrin/72 o C. Le fragment amplifie a ensuite 
6t6 trait6 par la T4 DNA polymerase afin de rcndrc tranches les cxtrfimitfe. Le fragment tus3 

10 et le vecteur pYES2 dQ6t£ d'une partie du gfcne ura3 ont 6*6 ligatures. Le plasmide resultant, 
nomm£ pYES2/his3, confferc aux levures prfsentant une mutation his3 un ph6wtype 
d'autotrophie pour lliistidine. 

Le plasmide pRPA-ML-760 a 6x6 dig6rf par Fenzyme de restriction EagI, puis traitf 
par la polymerase de Klenow afin de rcndrc tranche cette extr6mit6, et enfin <Bg6r6 par 

15 Fenzyme XhoL L'insert contenant FADNc complet de FACoACase de rat prfisentant le site 
Xhol k son extrfmite 5* et le site EagI rempli k son extr&nitf 3' a 6*6 purifil. Le vecteur 
pYES2/his3 a 6*6 digdrd par Fenzyme Xbal puis trait6 par la polymerase de Klenow afin de 
rcndrc franchc cette extrfiratfi, et enfin coup6 par XhoL Le vecteur ainsi coupe a 6*6 ligature 
avec Finsert d'ACoACase de rat tel que pr6par6 ci-dessus. Un clone obtenu contient FADNc 

20 complet de FACoACase de rat dans le vecteur pYES2/his3 et a 6x6 nomme pRPA-ML-761. 
Ce plasmide a ete utilise par la suite pour toutes les experiences de transfarmation de levrae 
et Fexprcssion de FACoACase de rat dans les levures transform6es. 

b- transformation des levures YPHSOlDaccl et obtention de levures haploidcs 
dismpt6cs 

25 Le protocole suivi est d6crit dans le "CPMB". Environ lOOng du plasmide 

pRPA-ML-761 sont eiectropores dans les levures YPHSOlDaccl eiectrocompetentes avec on 
BioRad pulser dans une cuvette de 0,2cm d'epaisseur, 200Ohms, 25 pFarads et 1500 volts. 
Les levures sont etaiees sur un milieu minimum contenant tous les acides amines et bases 
pour lesquels la souche est auxotrophe (leucine, lysine, adenine, tryptophane) k Fexception de 

30 Furacile et de lliistidine. Ce milieu contient 1M sorbitol comme osmoprotectant Apris 3 
jours de croissance k 28°C, les colonies sont repiques surle meme milieu sans sorbitoL Aprfes 
2 & 3 jours de croissance k 28°C, une colonie est rcpiqu6e sur milieu de sporulation. Les 4 
spores isssues dun meme asque sont microdissequees avec un micromanipulaleuT de 
Fombrun et mise k germer sur un milieu complet YPD contenant 3% de galactose comme 

35 source carbonee. 

Les 4 spores form6es sont alors repiqu6es sur milieu minimum k 3% de galactose 
comme source carbonee contenant tous les acides amines et bases pour lesquels la souche est 
auxotrophe (leucine, lysine, adenine, tryptophane) k Fexception de Furacile et de lliistidine et 
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un milieu idcntiquc mais c ntcnant de l'uracile. Deux des 4 spates poussent sur milieu sans 
histidinc ct sans uracile. Les deux autrcs spores necessitent de l'uracile pour leur croissance. 
Les 2 spores poussant sur milieu sans uracile et histidinc sont repiquees sur un milieu 
minimum identique mais contenant 2% de glucose comme source carbonee. Dans ces 
5 conditions, aucune croissance n'est observee. Par consequent les levures haploSks obtenues 
piesentent bien une disruption du gene occl par le gene uro3 et d'autre part exprime une 
activui ACoACase, dependante de la presence de finducteur galactose, capable de 
complementer l'activitf endogene supprimee. Cette levurc haploide disruptee dans le gene 
occl et complementee par le produit de l expressdon de l'ADNc de FACoACase derataet£ 
1 0 nomme Yhap/rat Cette souche de levurc valide la feisabfliuS de l'objet de l'invention et est un 
des elements a la base du test de criblage qui fait l'objet de la presente invention. 

Exemple 2 

Dans ce second exemple, une souche mutante de Neurospora crassa de fi ciente dans 
15 l expression de l'activit6 ACoACase endogene a 6*6 complementee fonctionncllement par 
l'expression d'un fragment d'ADN codant pour l'activitf ACoACase d'oSdium. 
n Unl,™^ rt caractf ri ^rinn dun gfenr. d'ACCasc d'ErVflPfaf PTflmwft f. SP . hordd 

a- souche fongique 

La souche Erysiphe graminis f. sp. hordd (d£sign6 ci-apres Egh) 23D5 (HoUomon et al^ 

20 1984 Proceeding of the British Crop Protection Conference - Pests and Disease, 477-482) est 
maintenue sur orge (vari6t£ Halcyon) en microcosme de 20 plantes. Les plants fforge de 7 
jours sont infects par la souche 23D5 en secouant des feuilles de plantes infectees dans le 
microcosme. Les spores d'Egh 23D5 sont leojperees par aspiration 10 jours apres rinfection. 
b- extraction d'ADN d'Egh 

25 Cinq cents mg de spores d'Egh sont broyes dans un mortier avec 500 mg de bilks de 

verre (Sigma Chemical Co.). Le broyat est repris dans 4 ml de tampon d'extraction (200mM 
Tris-HQ pH8; 25 mM EDTA; 250 mM Nad, 0^% SDS; 14 mM B-mercaptoethanoI). Le 
melange est chauffd a 65°C pendant 1 heure. 1 ml dacetate de potassium (4M, pH 5,5) est 
ajoutf et le melange est mis a 4°C pendant 2 heures. Apres une centrifugation de 1 heure a 

30 4°C a 12000 x g, le sumageant est recupertf. L'ADN est alors precipit6 en presence de 2 
volumes d'ethanol a -20°C pendant 1 heure. Apres une centrifugation de 1 heure a 4°C a 
12000 x g, l'ADN est repris dans 2 ml de TE 7,5 (10 mM Tris-base, ImM EDTA, pH ajusuS a 
7.5 avec HQ concentre). Une extraction an phenol/chloroforme (1/1) est effectnee et l'ADN 
est alors preapit* de nouveau par 2 volumes d'ethanol en presence de 1/10 de volume 

35 d'acetate de sodium (3M, pH 4,8). Le culot d'ADN est lav6 avec de l'ethanol a 70*. L'ADN 
est repris dans 300 pi de TE 7,5 et purifi6 sur un gradient de chlorure de sodium. Les 
fracti ns contenant l'ADN propre et non degradg sont alors conservees a -20°C 
c clonage de l'ADN d'Egh dans le phage lambda EMBL3 
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L'ADN rfEgh est digftt dc fafon particllc par 1'enzyme dc restriction SatiSAL L'ADN 
particllemcnt dig&f dont la taillc est comprise cntrc 9 ct 23 kb est $61ectionn6 par passage sax 
on gradient de chlorure de sodium. L'ADN obtenu est don6 entre les sites BamHL dn phage 
lambda EMB L3 (Stratagene) . L'ADN phagique est alors empaquet6 in vitro en otilisant k kit 
5 "Gigapack n Gold Packaging Extract" (Stratagene) en otOisant les conditions recommand£es 
par le fabricant et est ensuite utilis6 pour infecter E. coli F2392. Le titre de la banque de 
gfenes obtenue est de 10 s pfo/ml. Aprfcs amplification, le titre de la banque de gfcnes a 6t6 
portf iS.loSpfu/mL 

d- proration de la sonde de la region transcarboxy lase de V ACCase de kvure. 

10 Deux amorces oligonuclfotidiques #109 <? GAOGAATTCTTCAATAAGG^') 

corrcspondant aux nucleotides 4800-4819 de la sequence de Saccharomyces cerevisiae (Al- 
Feel et al. 9 1992, Proa Natl Acad ScL USA, 89:4534-4538) et #110 
(5* G ATAATTC AG ATCrCAATTC^) corrcspondant aux nucleotides 6168-6188 ont 6*6 
synth6tis6es. Ces amorces ont 6*6 utilises pour amplifier l'ADN de S. cerevisiae DH4 

15 (Mullis and Faloona, 1987, Methods EnzymoL, 155:335-350). La reaction ^amplification est 
effectufe dans un volume r6actionnel contenant 100 ng d*ADN, 10 mM Tris-HO pH9, 
50mM KO, 1,5 mM Mg02» 0,1 % Triton X100, 0,2 mg/ml BSA, 0,1 pM des amorces 
oligonuclfotidiques #109 et 110, 200 pM de chacun des quatrc d£soxynucl£otides dATP, 
dCTP, dTTP, dGTP. Diffcrents cycles sont effectufe sur un thermocycleur (Autogene II - 

20 Grant Instruments (Cambridge) Ltd). Aprfes une 6tape de d£naturation k 95°C pendant 3 mm, 
35 cycles de ddnaturation k 95°C pendant 1 min, dTiybridation k 50°C pendant 1 min et de 
synthase k 72°C pendant 1 min sont effectu6s. Le mflange i€actionnel est ensuite laiss6 k 
72°C pendant 3 min pour une extension finale. L'ADN amplifi6 est visualis6 sur gel d'agarose 
(1,2%) aprfcs coloration au bromurc cFlthidium. 

25 e- preparation de la sonde de la region transcarboxylase de 1* ACCase d*Egh. 

L'ADN d'Egh a 6x6 digft* par l'enzyme de restriction EcoRl (Appligene - France) et 
mis k migrer sur un gel d'agarose (0,8% agarose dans tampon TOE (0.45 M Tris-Borate; 0,01 
M EDTA)). L'ADN a 6t6 transfdrf sur une membrane de nylon (Amersham) en utilisant le 
systfcme de transfcrt LKB 2016 Vacugene (Pharmacia LKB Biotechnology) et en smvani le 

30 protocole pr6conis6 par le fabricant 

La membrane a 6x6 pi€hybrid£e k 42 °C dans une solution de SSC 5X, Dcnhardts 5X, 
30% formamide, 0,1% SDS (Sambrook et al. 9 1989, Molecular Cloning, A laboratwy 
manual, 2nd Edition) pendant 3 heures. La sonde marqu6e corrcspondant k la partie 
transcarboxylase de l'ACCase de S. cerevisiae est alors ajoutfe k la solution de 

35 prfhybridation et Hybridation est effectu6e k 42 °C pendant 16 heures. La membrane est 
lav6e k 50°C pendant 30 min dans une soluti n de SCC 2x, 0,1% SDS et deux fois 15 min 
dans une soluti n SCC 2X. Le signal dTiybridation est rdv616 sur un autoradi gramme. 
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L'ADN d f Egh pnSsentant one homol gic avcc la sonde de la region transcaiboxylase 
delalevuiea6t6cl n6 dans 1c plastnide pUC18 (Messing, 1983, Methods EnzymoL, 101:20) 
dig6rf par l'enzyme de restriction EcoKL Le plasmide a 6x6 utilisf poor transformer E. coti 
DHSa. 

5 f-maiqoagedes sondes 

Les sondes sont maiqu6es radioactivemcnt an ^ 2 P en utilisant le "Random Pruned 
DNA Labelling Kit" et en soivant les lecommandations do fabricant (Boehringer M a nnh ei m 
Biochemica). 

g- criblage de la banque de gfenc - Preparation des membranes. 

10 Onquante ml de milieu TB (5gA Nad, 10 g/1 Tiyptone) contenant 1 ml dTune 

solution de maltose 10% et 0,5 ml d'une solution de 1M MgS04 sont inocutes avec E. coti 
P2392. Aprfcs une incubation k 37°C sous agitation, les cellules sont centrifuges et reprises 
dans 10 mM MgS04 afin (Tavoir une densitf optique i 600 nm de 0,5. 50 pi de la banque 
g6nomiqoe dilu6e dans du tampon SM (5.8g/l Nad, 3,6 g/1 MgSO^K^O, 50 mM Tris-HQ 

15 pH 7,5, 0,01 % (p/v) gflatine) afin d'avoir 15 plages de lyse par cm 2 sont ajoutfs k 200 pi de 
cellules bactfriennes. Les phages sont absorb6s sur les cellules pendant 20 min k 37°C Oe 
mflange est alors ajoutf k 3 ml de Top Agar" (Milieu NZ- Gibco BRL 16 g/U 7 g/1 agar) et 
est <tal6 sur milieu gflos6 (16 g/1 milieu NZ - Gibco BRL, 10 g/1 agar) en boite de Petri ( 
diamfctre 9 cm), Les boites sont alors laiss6es k 37°C pendant environ 6 hemes jusqu'* 

20 apparition des plages de lyse. L'ADN phagique est alors transf6n£ sur membrane de nylon 
(Amersham) en suivant le protocole pr£coni$6 par le fabricant 
h- criblage de la banque de gfcnes 

Les membranes sont prfhybrid6es k 42 °C dans une solution de SSC 5X, Denhardts 
5X, 30% formamide, 0,1% SDS (Sambrook et ah, 1989, Molecular Cloning, A laboratory 

25 manual, 2nd Edition) pendant 3 heures. La sonde mazqu6e est alors ajoutde k la solution de 
pi€hybridation et Fhybridation est effectude k 42 °C pendant 16 heures. Les membranes sont 
lav6es k 50°C pendant 30 min dans une solution de SCC 2X, 0, 1 % SDS et pendant deux Ms 
15 min dans une solution SCC 2X. Les signaux dTiybridation sont x6vG6s sur un 
autoradiogramme. 

30 Les plages de lyse donnant un signal dTiybridation sont isoldes et le phage est £ta6 

dans 1 ml de tampon SM k 4°C Le phage peut etrc utilis6 pour infecter des cdlnks 
bactfriennes. 

i- extraction de l'ADN phagique 

Les phages sont r6cup&£s k partir de plage de lyse par flution avec 5 ml de tampon 
35 SM par boite de Petri pendant 2 hemes sous agitation k temperature ambiante. Le milieu SM 
est ensuite centrifuge k 8000g pendant 10 min k 4°C pour supprimer les d£bris cdlulaires. 
RNase A et DNase I sont alors aj utfes k une concentrati n de 1 pgAnl an surnageant et le 
mflange est incubd pendant 30 min k 37 °C Puis un volume tfune solution contenant 20% 
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(p/v) de polyethylene glycol ct 2M dc NaQ dans le tampon SM est ajout£ ct k mflange est 
incubd 1 henre k 0°C Les particnles phagiques sont alors r6cup6r6es par centrifugation k 
lOOOOg pendant 20 min k 4°C Les particules phagiques sont alors reprises dans 0 3 ml de 
SM Aprfcs centrifigation k 8000g pendant 1 0 min k 4°Q 5 pi de SDS 10% et 5pl de 0,5 M 
5 EDTA pH8 sont ajoutfs au surnageant Le mflange est incub£ k 68°C pendant 15mm. Deux 
extractions an ph£nol/chloroforme (1/1) et une extraction an chloroforme sont akxs 
effectufes. L'ADN est alors pr6cipit6 par un volume d'isopropanoL Le culot d'ADN est lav£ k 
r6thanol 70% et iepris dans 50pl de TE8 et consent k -20°G 
j- sdquen^age de FADN. 

10 L'ADN a 6x6 sdquenc* par la m6thode enzymatique de Sanger et al. (1977, Proa Nad. 

Acad ScL USA, 47:5463-5467). Le sSquengage du gfene de l'ACCase a 6t£ effectu£ dans le 
laboratoire du Dr. L. Hall k FUniversfofi de Bristol (Bristol - Angleterre) en otilisant un 
sfquenceur automatique (Du Pont Genesis™ 2000 DNA analysis system). Le s 6q o e n g ag c a 
6x6 effected sur les deux brins. 

15 k- Rfsultat du clonage du gfcne ACCase d'Egh 

Le clonage de FADN d'Egh digdrf par EcoRI prfsentant une homologie par 
hybridation avec la partie transcarboxylase de l'ACCase de levure a permis d'isoler on clone 
contenant un fragment d'ADN de 3,16 kb. Ce clone pMCl a 6x6 s£quenc6 et a montrf une 
forte homologie (64%) avec l'ACCase de levure. Ce fragment a 6x6 utilis6 pour cribkr la 

20 banque d'ADN gfnomique d'Egh. 

Un premier criblage de la banque a permis d'isoler le clone pl9.1. p!9.1 a 6*6 dig6r6 
par F enzyme de restriction Sail (ce qui permet de s£parer Finsert de l'ADN phagjque) et a 66 
sous clon6 dans le plasmide pUC9 dig&6 par Sail. Un clone p 19. 1-6 contenant un insert 
d'environ 8 kb et px£sentant Fhomologie avec pMCl a 6x6 isote. Le s&pen^age des 

25 extr6mit& de Finsert contenu dans p 19. 1-6 a montr6 que ce clone ne contenait pas le gfcne 
d'ACCase d'Egh en entier. L'extr6mit£ 5 1 de Finsert pl9.1-6 conespondant an fragment SaOr 
Xbal (0,7 kb) a done 6x6 utilis6e comme sonde pour cribler une deuxifeme fois la banque 
d'ADN gfnomique d'Egh. Un clone different de pl9.1, pl8.1, a 6x6 iso]£ et le sous-clonage 
dans pUC9 spits digestion par Sail a permis d'isoler le clone pl8.1-6 pr6sentant Fhomologie 

30 avec la sonde conespondant k Fcxtr6nit£ 5' de pi 9. 1-6. L'insert contenu dans pl8.1-6 est de 
1 3,5 kb. L'analyse des sites de restriction et le s£quen?age des extr6mit6s 3' et 5' de ce clone a 
montnS que pl8.1-6 avait la meme extn£mit£ 3' que le clone pl9.1-6 mais poss£dait environ 5 
kb de plus en son extr&rat6 5'. Le clone p 1 8. 1 -6 contient le gfene de l'ACCase <TEgh en entier 
ainsi qu'environ 3,5 kb en amont du gfcne et 3 kb en aval du gfene. La sequence SEQJD 1 de 

35 8123 pb contient 1070 pb de region promotrice ainsi que 80 pb de region 3' du gfcne de 
l'ACCase d'Erysiphe graminis f . sp. hordei. 

Le gfene de l'ACCase d'Egh est de 6973 bp. Trois introns putatifs ont 6x6 localises 
dans la sequence. Ces trois introns sont rcspectivement de 54, 50, et 47 nuclfotides. La 
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sequence d'acides amin6s dfduites dc la sequence d'acides nucl&qucs (2274 aa) prfsente 63% 
tfidentitf (77% dc similarity avcc la sequence dc la levure, 47% cfidentiuS (67% dc 
similarity) avcc les s6quences dc rat ( Lopcz-Casillas et al. 9 1988, Proa NatL Acad ScL 
USA, 85: 5784-5788) et dc poulet (Takai et o/. f 1988, J. BidL Chcia 263: 2651-2657). 
5 2^ Obtention de mutants ACCase dc Neurosuora crassa. 
a- souches dc Neurospora crassa 

Deux souches dc "mating type" opposd partant la mutation am!32 (dfl£tion da gfcne 
de la NADP-spccific glutamate dehydrogenase (Kinnahd et al. 9 1982, Gene, 20:387-396)) 
ont 6x6 utilises. Aml32A et Aml32a sont eultivfes sur milieu Vogcl IX, Sucrose 2%, adde 
10 glutamiquc 04%. agar 15gA & 30°C 
b- construction du vecteur. 

La nfgion transcarboxylase du gfene dc l'ACCasc de N. crassa a 6*6 amplifies par les 
amorces d£g6n£r£es #14997 (5'GTT(QCGT(C)CTC et #94 

(5 , TCGTTG(A)ATG(A)GCC(T)TGG(A)C^ ddduites de 

15 la sequence de S. cerevisiae en tenant comptc de l'usage des codons chcz N. crassa. 
^amplification avec les amorces oligonucl6otidiqucs 14997 et 94 a permis (Fobtenir un 
fragment de 591bp qui a 6x6 clon6 dans le site SmdL du plasmide pUC18. Aprts s6qucngage 
de cc fragment, il a 6x6 clon6 dans le site Smal du plasmide pEmBU9 (Dente et at., 1983, 
Nucleic Acid Research, 11:1645-1655) portant commc marqueur le ginc am don6 dans le 

20 site BamHL Le vecteur obtenu est nommg pNC600. 
c- transformation de N. crassa 

N. crassa Aml32A est cultiv6 sur un milieu incliirf (Vogcl IX, sucrose 2%, adde 
glutamiquc 6mM, agar 15 g/1) pendant 5 jours. Les spores sont reprises dans un milieu de 
germination (Vogel 0,5X, sucrose 1,5%, acide glutamiquc 6mM). La solution dc spores est 

25 filtnfc sur unc gaze sterile et la solution de spores est dilufc avec du milieu de ge rmin at ion 
pour obtenir unc concentration de spores de 0,5.10 s & 10 9 spores/mL La solution de spores 
est mise & incuber k 30°C sous agitation pendant 4 heures. A intcrvallcs r6gulicrs aprfes 3 
heures, la germination des spores est v6rifi6c sous microscope. Lorsquc 70-90% des spores 
ont germ6, les spores sont lav6es deux fois dans de i'eau stfrile, puis une fois dans 10 ml de 

30 sorbitol 1M. Les spores sont alors reprises dans 50 ml de sorbitol 1M en pnSscnce de 20mg 
de Novozymc 234 et incuWes & 30°C sous agitation pendant 50-70miiL La compAenoe est 
alors vdrifife en ajoutant 20pl d'eau 2t lOpldc cellules. D y a lyse des cellules compdtentes. 
Les cellules sont lav6cs deux fois dans 10 ml de sorbitol 1M, puis 1 fois dans 10 ml de STC 
(1M Sorbitol, 50mM Tris-HQ pH8, 50mM CaQ2). Les cellules comp6tcntcs sont alors 

35 reprises dans 400pl de STC (par tube utilisd au depart), 5pl de DMSO, et lOplde PTC (40% 
polyethylene glycol 4000, 50mM Tris-HQ pH8, 50mM CaQ2). Les cellules compfentes 
sont conserves & -20°C 
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Poor la transformation des cellules, lOpg de plasmide est mis en presence de 400plde 
cellules compdtentes et de 25pl (Tteparine (5mg/ml dans STQ. Le mflange est mis i incuber 
30 min surla glace- 5 ml de PTC est ajoutf et l'incubation est poursuivie pendant 20 mm i 
temperature ambiante. DifKrents voluiwss de cellules transform&s sont mflanggs i 15 ml de 
5 Top Agar (Vogd IX, 1M Sorbitol, 55mM Sorbose, UmM Glucose, UmM Fructose, 
20mM Glycine, 28gA agar) et 6tal£s sur un milieu g£los6 (Vogd IX, 55mM Sorbose, UmM 
Glucose, l,5mM Fructose, 20mM Glycine, 15g/l agar). Aprfes 2*3 jours de croissance k 
30°C, les transformants sont transf£r£s sur milieu s&ectif inclind ( Vogel IX, 2% Sucrose, 
20mM glycine, 15gA agar). Les transformants sont ensuite purifies par trois passages sur 
10 milieu s&ectif contenant 1M de sorbitol qui permet l'isolement d'une colonic, 
d- croisemcnt de N. crassa. 

Une des souches parentes est mise & pousser en boite de Petri sur un milieu minimum 
de croisemcnt (lg/1 KH2PO4, IgA KNO3, 0^g/l MgS(>4.7H20, 0,lg/l Nad, 0,lgA dCH, 
5pg/l D-biotine, lg/1 acide glutamique, 15gA agar et 0.1 ml/1 d'une solution contenant 50gA 

15 d'acide citrique, 50 gA ZnS04-7H20, lOgA Fe(NH4)2(S04)2.6H20, 2.5g/l CuSQ4^H20, 
0J5g/l MnS04Jl20, O^g/l H3BO3, 0,5gA Na2Mo04^H20, pH6,5. La source de carbone est 
la cellulose apport£e sous forme de papier Whatman 3MM. La souche est incubde sur ce 
milieu pendant 6 jours k 25°C avant de la croiser avec une solution de spores de 1'autie 
souche parente. Les spores sont 6jectfcs des p&ithfcces environ 9 jours aprts le croisement 

20 Les spores sont alors rfcup&fcs sur le couvercle de la boite de Petri et 6tal6es sur le milieu 
de selection et incuWes & 25°C pendant la nuit Les spores prfsentant de longs tubes 
gcrminatifs (am+) sont isol6es sous microscope. 

e- R6sultat de la mutation du gfcne de l'ACCase de N. crassa 

Chez N. crassa, la presence de s6quences i6p6t6es soumet ces s6quemces & des 
25 mutations prfmfiotiques (Repeat Induced Mutations, Selker, 1990, Annu. Rev. Genet 24: 
579-613). Les s6quences r6p6t£es sont inactiv6s par des changemcnts de paires de base (G-C 
: A-T) et par des mfthylations de cytosines. Ce phfnomfcnc a 6t£ utilis6 pour muter le gfcne 
codant pour l'ACCase de N. crassa. 

Pour muter le gftne de l'ACCase de N. crassa, un vecteur comprenant une partie de la 
30 rfgion transcarboxylase du gfcne de TACCase de N. crassa ainsi que le gfene de la NADP 
specific glutamate dehydrogenase (gene am) comme marqueur de sflection a 6t£ constrait et 
a 6t6 utilis6 dans la transformation de la souche Aml32A (d£l£t£e dn gfene am). 72 
transformants ont &6 r6cup6rfs. 24 de ces tianformants pr6sentant une croissance rapide ont 
6t6 purifi6s par 3 isolements successifs sur milieu contenant du sorbitol. 12 de ces 24 
35 transformants ont 6t6 utilises dans un croisement avec la souche Ami 32a. Ce premier 
croisement a permis de verifier la stability des transformants et de sOectionner la 
descendance nc portant qu'unc seule copie du plasmide. 7 descendants nt 6t£ s61ectionn£s et 
nt 6t6 croisfe avec Aml32a u Aml32A en foncdon de leur mating type. Les descendants 
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de cc deuxifcme croisement ont 6x6 s£lectionn6s pour kur difiKrcnce dc croissancc sur mffico 
avcc ou sans palmitatc Un mutant MC2C662 a montrf une ncttc difference de croissancc en 
milieu avcc ou sans palmitatc & 25°C 

3) r^mpl^mentatjon fonctionnelle du mutant ACCasc de Nrrassa oar F ACC ase (TEeh 
5 Cc mutant MC20662 est utilisf pour rcxpicssion du gfcne ACCase (TEgh. Pour cda, 

Finsert contcnu dans lc clone pl8.1-6 a 6t£ s£paz£ du plasmide pUC9 par digestion avcc 
Fcnzymc de restriction Sail et purification par fiectropharfcse sur gel (Fagarose. Ge fragment 
Sail de 13 kpb conticnt la partie codante du gfcne de FACCase dE.grammis ainsi que 3,5 kpb 
de la region 5* amont et 3 kpb de la rfgion 3' avaL Lcs extr&nitfs de Finsert ont 6x6 readoes 

10 franches par traitement avcc FADN polymerase de Klcnow. L'insert & bouts francs a ensuite 
6x6 clon£ dans le site BglU rendu franc par traitement par FADN polymerase de Klcnow du 
plasmide pAN7-l porteur du gfcnc codant pour rhygromyrine B (Punt et a/., 1987, Gene, 
56:117-124). Un des plasmides obtenu a 6x6 nommf pEGH94 ct a 6x6 utilis6 pour la 
transformation de la souchc mutante de Nxrassa MC2C662 dfcrite ci-dessus. Une des 

15 souches transform^ sflcctionnfe de Nxrassa est capable dc pousser sur un milieu COTtenant 
de lliygromycinc et nc contenant pas de palmitatc. 

Cctte souche de Nxrassa complement^ par FACCase d'oidium valide la faisahiKtf de 
Fobjet de Finvention et est un des 616ments & la base du test de criblage qui fait Fobjet de la 
pr£sente invention. 

20 

Ccs deux cxcmplcs montrcnt bien Tutilisation de la prfsente invention telle qu'eDe a 
6x6 d&ritc dans sa g6n6ralit£ ci-dessus, k savoir un test de criblage permettant de d fte m rin er 
une activity potentielle sp6cifiquc d'une ciblc biochimiquc d£tcrmin6e. 
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SEQUENCE LISTING 
SEQ. ID. NO. 1 



l 

61 
121 



361 
421 C 
481 
541 
601 TG' 
661 AC 
721 
781 
841 
901 
961 AT, 



60 

120 

180 



TAATGGCAGCCATCTAGCCCCATCACTACTCCAGCCCTCCACGTAAACCATGAGGCTTGT 
AATGGCGTGTGCAAGAAGTGGCTACAGAGATTGGGAAGGATGCATATTGAGACAAGGGGC 
TTTCAAGCGCTGTAGCATTCTAGCACTGCTCAACTTAAGCTACCTCACAGCCTTATGAGA 
181 GATTTTGGCCCGTTTTTCCCAGCCACATGGTAAGAAGATGATGATGTCATTTACATGACT 240 
241 GTAAGGAGGGGCTGTGGCGAAAGTTCACACATTGCAAGACCCCTCATTCTCGTATTGGAC 300 
301 CTTGATTGTTAATTTAAGCGGGAAATCCGTGTCCTCACCCTCTTGATTTTCTGCCTCAAA 360 
CTAAAGGCGGCTTTAACCCTGGCAAACAGGGCGGGTGCTACCGAAGTGTATCCATCACGC 
IGGAATGTACTTTCATCAAGGGCTTGCGAGTCTTAGAAGTAAATTTGGGTAATTCTTGGA 
481 A CGG AT YG CG CTCAGC CTTTGCTGTGTG AGCC ATTG AATTC AT AGCGATTTGCT AXGATT 
G AAAAT AGTTGT CACT AGC ATT AGT AATCTCCC CAGGCAGTCAATGTCGTTGGCAGGCGT 
JTTGGATTGGCGGGCTACCCGATATAGTTAGATCAGCCCAACGTGTAGACCCCGTACTC 
:CAAATTTGGCCCAGATCGCCAGCCGCTGCGCTGTGTTGGGATGATTTGACCAAGAGCT 
721 AGTCAAGCT CATCG CTGCAGGCAAAAATTC ATGTTTCC ATG AT ATG CCG AC AGGCC CCAA 
TCTCTAACGTCCCITCATATCTTTGAACTGTTCAACTTCAATCATTCAATACTAAAAATT 
TTCGCTCTTCCCACTT ATT CTT CCTC AAGCTCTTCAAT AGT CTTTACAATACATTTCAGA 
CATTGTGAAAGGGCATAAATTTACrCCGAACrACACTAGGAGTTACTGTCGAAAATTTAT 
ATATTCTGTCTGTACAATATTAAGAAAGATTTAGTCTACACrTCTTCTACTGTATTACTG 

1021 GCGACATCATCACACCAAGCTCGTCTACTGCGAGCTASAAAACACACACCATGACTGAGA 

JC T E X 

1081 TTAACGGTGAAGTCAGAAGACTAAGCTGTGCTGTGCCACTTGTACGCAATCAGTCATACT 
NGEVRRLSCAVPLVRNQSYS 

1141 C AG CAAG G C ATC AAATTGCTG AGCATTTT AT C GG AGGT AAC AAATTGG AAAATG C CT CTC 
ARHQIAEHFIGGNKLENASi* 

1201 CAAGCGATGTCAAGGAGTTTGTTGCAAAACATGATGGCCACACTGTTATCACAAACGTAA 1260 
SDVKEFVAKHDGHTVITN 

1261 ATATCTGATTCCTTCTCGTACCTACAAGACTGATTAGTCGTTTCAATTAGGTTCTCATCG 1320 

1321 CAAATAACGGCATAGCTGCTGTCAAGGAAATCCGATCGCTCAGA^GTGGGCTTATGAGA 1380 
NNGIAAVKEIRSVRKWAYET 

1381 CTTTCGGAGATGAACGTGCCATTCAGTTCACTGTTATGGC^CGCCTGAAGATCTTCAAG 
FGDERAIQFTVMATPED LQA 

1441 CCAACGCTGACrATATTCGTATGGCrGATCAATATGTAGAGGTTCCCGGTTCCACA^TA 
KADYI RMAOQYVEVPGGTNn 

1501 ATAATAATTGCGCAAATGTCGAGCTAATCGTAGATGTGGCTGACCGTATGGATGTC^TG 
NNCANVELIVDVAERMDVH A 

1561 CTGTCTGGGCCGGATGGTGAGTCTTCCGCTTAACGAACAATTCCAAACAATGCTAATCCC 



420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 



1440 
1500 
1560 
1620 
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V W A 



1621 GGTAAGGGGACATGCTTCAGAAAACCCAAAGTTACCCGAATCACTTGCCCCCAGCCCCAA 1680 
GHASEHPKLPESLAASPK* 

1681 AAAAATCGTCTTCATTGGGCCACCAGGTTCTGCAATGAGATCACTTGGTGATAAAATATC 1740 
KIVF IGPPGSAMRSLGDKIS 

1741 CTCAACAATTGTAGCCCAGCACGCCAAGGTGCCATGTATACCTTGGTCCGGAACAGGAGT 1800 
STIVAQHAKV PCIPWSGTGV 

1801 AGATCAAGTTGAGGTGAACGACGAAGGAATCGTAACTGTTGATAAGGAAGTATATATGAA 18 60 
DQVEVMDEGIVTVDK EVYMK 

186 1 AGGATGTGTGCAATCCTGGCAGGAGGGACTTGAAAAAGCCCGTGAAATTGGGTTCCCGGT 1920 
GCVQSWQEGLEKAREIGFPV 

1921 CATGATCAAAGCTTCCGAAGGTGGCGGTGGCAAGGGTATCCGAAAAGTAGATTCTGACGA 1980 
MIKASEGGGGKGIRKVDSDE 

198 1 GGG ATTTG AGG CGCTTT AC AAAG CTGCTG CAAATG AAATTCCTG G ATCGC CAAT ATTCAT 2040 
GFEALYKAAANEIPGSPIFI 

2041 AATGAAGCTTGCTGGAAATGCAAGGCATTTAGAGGTGCAGTTACTGGCCGATGAATATGG 2100 
MKLAGMARHLEVQLLADEYG 

2101 AAATAATATTTCACTATTCGGAAGGGACTGTTCTGTTCAACGAAGACATCAAAAAATCAT 2160 
NNISLFGRDCSVQRRHQKII 

2161 TGAGGAGGCCCCTGTCACTATTGCAAAGACGTCAACTTTTCAAGATATGGAAAAAGCCGC 2220 
BEAPVTIAKTSTFQDMEKAA 

2221 CGTACGGCT AGGG CG ACTTGT AGG CT ACGTTTCTG C AGGG ACTGT CG AAT ATTTGTACTC 2280 
VRLGRLVGYVSAG TVEYLYS 

2281 GCATGCTGAAG ATAAATTCT ACTTTTTGG AATTAAATCC CCGG CTT CAGGTGG AACATCC 2340 
HAEDKFYFLELNPRLQVEHP 

2341 AACGACAGAAATGGTCAGTGGTGTCAATTTACCCGCGGCACAGCTTCAAATTGCAATGTO 
TTEKVSGVNLPAAQLQIAM G 

2401 ACTTCCCCTTCACAGAATACGAGACATTCGACTATTGTATGGAGTAGATCCCCAGGGATC 
LPLHRIRDIRLLYGVDPQGS 

2461 TACAGAGATCGATrTTGATTTTTCGAAGGATTCTTCTTCTG^ 2520 
TEIDFDFSKDSSSETQRRPT 

2521 CCCCAAAGGCCACACAACTGCTTGCCGAATAACCTCTGAAGACCCTGGAGAAGGGTTTAA 
PKGHT TACRITSEDPGEGFK 

2581 GCCATCAAGCGGCATGATGCATGAACTAAACTTTAGAAGTAGCTCT^CGTCTGGGGTTA 
PSSGMMHELNFRSSSMVWGY 

2641 TTTCTCTGTGGGT ACAG CTGGTGG AATTCAC AGCTTTT C AG ACAGTCAGTTTGGTCA 2700 
FSVGTAGGlHSFSDSQrGHI 

2701 ATTCGCGTACGGTG AAAAT AG AT C AG CATCTCGG AAACAT ATGC^AGTTGCATT AAAAG A 
FAYGENRSASRKHMV VALKE 

2761 ACTAAGCATCAGAGGAGATTTCCGCACAACGGTCGAGTATTTGATTAAACTCCTTGAAAC 
LSIRGDFRTTV EYLIKLLET 

2821 TCCCGCCTTTGAAGATAACACCATAACAACTGGCTGGCTAGACGAACTTATCTCA^TAA 
PAFEDNTITTGWLOELISMK 



2400 



2460 



2580 
2640 
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2881 GCTXJACTGCTGAAAGACCCGACCCTACACTAGCTGTTGTTTCT^TGCAGTTACTAAGGC 
LTAERPDPTLAVVCGAVTRA 

2941 CCACATTGCGAGTGAGGCTTGCATATCTGAATACCGAACAAGCTTAGAAAAGGGACAGGT 
H.IASEACISEYRTSLEKGQV 

3001 TCCAGCGAAAGATATTCTTAAGACAGTATTTCCTATAGATTTCATCTATGATGGGCAGCG 
pAKDILKTVFPIDFIYDGQR 

3061 ATACAAATTTACAGCCACCCGGTCGAGCTTAGACAGTTATCATTTG^CATCAATGGTTC 
YKF TATRSSLDSYHLFINes 

3121 cyVAATGCTCTGTTGGTGTTCGAGCCTTAAGCGACGGAGGACTC^GGTTCTCCTCAGTGG 
KCSVGVRALSDGGLLVLL5G 

3 181 TCGGAGTCACAATGTCTACTGGAAAGAAGAAGTTGGAGCTACCAGATTGAGCGTCGATAG 
RSHNVYWKE EVGATRLSVDS 

3241 TAAAACATGCTTATTAGAGCAAGAGAATGACCCTTCTCAGCTTAGAACCCCATCACCTGG 
KTCLLEQEMDPSQLRTP5Fto 

3301 AAAATTACTCAAGTACACTGTTCAAAACGGAGAGCAC^ 

KLVKYTVENGEHVKTGQftA 

3361 TGAAGTAGAGGTGATGAAGATGTACATGCCGCTACTCGCAGCTGAGGACGGTATTGTACA 
EVEVMKMYMPLLAAEDGIV« 

3421 ACTTATAAAACAACCTGGGGCAACTCTTGAAGC 

3481 AGACGACCCTTCGAGAGTAAAACAAGCGCAACCTTOCTOAGGACAACTACCTGACTTGGG 
DDPSRVKQAQPFI>GQLPDLi*» 

3541 ACCTCCTCAGGTTGTTGGAACGAAGCCGGCTCAAAGACTCGTCCTACTCCACAATGTGCr 
pPQVVGTKPAQRFVLLHNVi 

3601 ACTCAACATTCTAGACGGTCTCGACAATCAAGTTATCATGG^ 

3661 TATCGATGTCCTCCGCGATCCAGAGCTTCCCTACGGCGAATGGAACGCCCAGTTTTCCGC 3720 
IDVLRDPELPYGEWNA«r 

3721 TCTCAGCTCGAGAATGCCACCTCGCCTTGCCACGACTTTTCCTCAAGTAATGGA 

]^ 2 s ^ ^ ^* 

3781 AAGACAAAGAAAAGCCGATTTCCCAGCACGAAATCTGTCAAAAGCTCTGAATAAATTTCT 

RQRKADFPARMLSKALNRtu 

3841 TGACGAAAGCGTTGATCCAGCTGATATAGACGCGCTCAAAGCCACGCTATCCCCCTTGAA 
BBSVDPAOXOAliKA"*** . 

3901 tgacgtaatggagagatacgctgaaagtcaca^gctca^^^ 

DVMERYAESQKAHc.FMvr«w 
3961 GCTCCTAGAGCGGTATGCAGCAGTAGAAAGACTGTTCT 

4021 GGAAGTTATACTAAAACTAAGAGATGAAAATAAGCACGATATTTCAAAACTAATTCAGAC 
EVILKLRDEMKODISKViMi. 

4081 CGrrC^CTCATAGTAGAATCGGAGCTAAGAATAAC^GATrCTAGCCATACTAGATGA 



2940 

3000 

3060 

3120 

3180 

3240 

3300 

3360 

3420 

3480 

3540 

3600 

3660 



3780 
3840 
3900 
3960 
4020 
4080 
4140 
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4141 GTATAAACCCAACAAGCCTCATGCCCGTAATGTTGCACACTTCTTTACGCCGGCTCTTCG 4200 
YK PNKPHAGNVAQFFRP ALR 

4201 AAAGTTGACTGAACTTGAATCACGACAAACAGCAAAAGTTTCCCTCAAAGCCCGTGAACT 4260 
KLTELESRQTAKVSLKAREL 

4261 GCTCATTCAATGTGCTATGCCTTCATTAGAAGAGCGAGCAGCTCAGATGGAACATATCCT 4320 
LIQCAMPSLEERAAQMEHIL 

4321 ACGATCATCAGTTGTTGAGTCAAGGTACGGTGAAACAGGATGGGAACACCGCGAACCTGA 4380 
RSSVVESRYGETGWEHREPD 

4381 CATTGAAGTGCTCAAAGAAGTCGTCGATTCTAAATATACGGTCTTTGATGTGCTACCGCT 4440 
IEVLKEVVDSKYTVFDVLPL 

4 441 TTTCTTCGGCCATCAAGATCCATGGGTCTCGCTTGCTGCTCTTGAAGTTTACATCAGGCG 4500 
FFGHQDPWVSLAALEV YIRR 

4501 TGCATATCGTGCCTACTCTTTAAAAAAGGTTGAGTACCACAACGATAGTTCTGATTCCCC 4560 
AYRAYSLKKVEYHNDSSDSP 

4561 TTrCATTGTCTCTTGGGACTTTGTACTTCGAAACGTTGGCACGTCTGAATTCGGACTACC 4620 
FIVSWDFVLRNVGTS EFGLP 

4621 AGCCCAGTCAGGCGCAGTTACACCTGCCTCTTCAGATTTCAAAAGTAATTTTCAACGCGT 
AQSGAVTPASSDFKSNFQRV 

4681 CGCCTCCATCAGCGACATGTCATATCTTGTGAATCGCGAGAGCCACGAACCTATTAGAAA 
ASISDMSYLVNRESHEPXRK 

4741 GGGGGTCATAGTACCCGTCCCTTATCTCGATGAAGCCGAAGAATACTTGGTCCGAGCCCT 4800 
GVIVPVPYLDEAEEYLVRAL 

4801 CGAGTTTCTTCCTACATCTTCAGGTAGGAAGAAGTACCCTAACGGACTGATGCCAGATCT 
EFLPTSSGRKKYPNGLMPDL 

4861 GGCAGGGAAACGGAAGACGGTGTCTTCTTCTAATGCTGAAGACGAATTAACAGCTGTAGT 
AGKRKTVSSSMAEDELTAVV 

4921 GAATGTTGCAGTTCGTGACTCCGAAAGCCATGATGATAATGAAACAGTTGCT AGGATCAA 
NVAVRDSESHDDNETVARIN 

4981 TGCAATCGTAAAAGAGATCAAATCAGAACrATTGTCTCGCCGCGTCCGTCGCCTAACGTT 
XIVKEIKSELLSRRVRRLTF 

5041 CATCTGTGGTCACAAAGATGGATCTTACCCAGGATACTACACTTTCCGTGGCCCCAAATA 
ICGHKDGSYPGYYTFRGPKY 

5101 CG AAG AGG ACCAAAGTATTCGTCAC AGTGAACCAG CTCTAGC CTTTCAACTTG AACTCGA 5160 
EEDQSIRHSEPALAFQLELE 

5161 AAGGTTGTCCAAATTCAGGATCCGGCCTGTATTTACCGAAAATCGGAATATTCATATCTA 
RLSKFRIRPVFTENRMIHIY 

5221 CGAGGCAATCGGGAACAATGTTGAGGGCGACAAACGGTATTTCACACGTGCAGTTGTTCG 
EAIGMNVEGDKRYFTRAVVR 

5281 CCCAGGAAGACTAAGAGATGAAATTCCAACTGCCGAGTACCTTATCTCTGAGTCTGATAG 
PGR LRDEIPTAEYLISESDR 

5341 ACTGATGAATGATATTCTCGATGCCTTGGAGATAATTGGAAATAACAATTCTGACCTAAA 
LMNDILDALEIIGNNKSOLN 

5401 TCACATCTTCATAAACTTTTCGCCTGTCTTTCCCCTGCAGCCACCAGAAGTAGAGGAAGC 



4680 



4740 



4860 
4920 
4980 
5040 
5100 
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2727129 



20 



5461 
5521 
5581 
5641 
5701 
5761 
5821 
5881 
5941 
6001 
6061 
6121 
6181 
6241 
6301 
6361 
6421 
6481 
6541 
6601 
6661 



HIFINFSPVFPLQPPEVEEA 

TCTCGGTGGATTTTTAGAGCGTTTTGGACGACGTCrTTGGAGATTGCGTCT 
LGGFLERFGRRLWRLRVTGA 

TGAGATACGCATCATTTGTACTGATCCTATCACTAGCATGCCTTATCCTCTCCGTGTTCT 
EIRIICTDPITSMPYPLRVV 

CATCACAAACACCTCTGG AT ACGTG ATC C AAGTGG AG ATGT ACGC CG AAAGAAAATCCGA 
iTNTSGYVIQVEMYAERKSfc 

AAAGGGTGGCGAATGGGTCTTCCACAGTATCGGAGGTACGACTCCTATCGGATCCATG^ 
KGGEWVFHSIGGTTPIGSMK 

CTTGAGATCTGTTTCAACTCCATATCCCACCAAGGAGTGGCITCAACCT 
LRSVSTPYPTKEWLQPKRYK 

GGCCCACTTGATGGGCACGCAGTATGTCTATGACTTCCCAGAATTGTTTAGACAATCCAT 
AHLMGTQYVYDFPELFRQS I 

TCAAAATAGTTGGTCCAAAGCTGCTCGCAAGCATCCTTCACTACTCGAAAAGCAGCCAGC 
QNSWSKAARKHPSLLEKQPA 

CACCGGGGAGTGCATTGACTTCAGTGAGCTTGTTTTGGACGACACCG^ 
TGECIDFSELVLDDTDNLAE 

AGTTAATCGTGAGCCAGGAACTAACAGTCACGGAATGGTT^ATGGATTATTACAGCAAG 
VMREPGTNSHGMVGWIITAK 

AAC C CCAG AGTATC C C AGAGGTCGAAAGTTTGTCGTGGTCG CAAATG ACATC AC ATTT^ 
TPEYPRGRKFVVVAMDITr a. 

AATTGGCAGTTTTGGCCC^^ 
IGSFGPKEDQFFHKCTEL.AK 

gaaattgggcataccgcgggtcta™^ 

KLGIPRVYLSANSGARIGWA 

AGAAGAGCTGATACCTCATTTCAATCTCGCTTM 
EELIPHFNVAWNDPEKPEAG 

TTTCAAGTATCTATACC^^ 
FKYLYLNRDAKKRFEDGKT* 

AGAGGTTATCACAGAAGAGATTGTTGAGGACGGAGAAACTCGTTACCGTATAA 
EVITEEIVEDGETRYRI * 

AGTTG GT G CTG AAG AC G GT CTTGGT GT C G AATGT ^^^ G ^ G ^ TTT AATTG C AGG 
VGAEDGLGVECL^GSGLIAG 

GGCTACA^ 

TGGAATCGGGGCTTATCTTGTTCGTCTTGGACAACGAGCTATCC 
G IGAY L VRLGQRAIQ 1 £. u r- 

TATT ATT CTTACTGGTGCCC CTGC AATT AACAAACTTCTTGGC ^^^^^^ A ^^^^ 
IILTGA PAlMKLLGREVXia 

AAACTTGCAACTTGGTGGAACCCAAATTATGTATCGC*^ 
KLQLGGTQIMYRNGVSHMTA 

AACrGATGATTTTGAGGGTGTTTCCAAAATTCTCGAGTGGATGT 
TDDFEGVSKILEWMSYVPDK 



5520 

5580 

5640 

5700 

5760 

5820 

5880 

5940 

6000 

6060 

6120 

6180 

6240 

6300 

6360 

6420 

6480 

6540 

6600 

6660 

6720 
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6721 AAGGAACAATCCATTACCAATTGGACCGGCAAGTGATTCGTGGGATCGGGAAGTGAGTTA 6780 
RNNPLPIGPASDSWDREVSY 

6781 CTCACCACCACCTAAGCAGCCATATGATGTTAGATGGCTTATCGCTGGCAAGGACGACGA 6840 
SPPPKQPYDVRWLIAGKDDE 

6841 AGAAGGGTTTTTACCTGGTCTATTTGATAAGGACTCTTTCGTCGAAACTCTTGGTGGCTG 6900 
EGFLPGLFDKDSFVETLGG W 

6901 GGCCAAGACTGTTGTTGTCGGTCGTGCAAGACTTGGTGGTATTCCAATGGGTGTAATTGG 6960 
AKTVVVGRARLGGIPMGVIG 

6961 TGTTGAAACCCGTTCAGTCGAAAATATTACACCCGCAGACCCTGCAAACCCTGATTCTAC 7020 
VETRSVENITPADPANPDST 

7021 AGAGCAAATTACCAATGAAGCAGGCGGAGTATGGTATCCAAACTCTGCTTTTAAGACTGC 7080 
EQXTNEAGGVWYPNSAFKTA 

7081 TCAAGCAATCAAGG ACTTCAATAATGG CG AACAGTTGC CGTTG ATGATACTTGCTAATTG 7140 
QAIKDFNNGEQLPLMILANW 

7141 GAGAGGTTTCTCTGGAGGTCAGCGGGATATGTACAATGAGGTATTGAAATATGGCTCATA 7200 
RGFSGGQRDMYNEVLKYGSY 

7201 CATTGTCGATGCCCTGGTCAAGTACGAGCAACCAATTTTTGTATATATACCTCCATTTGG 7260 
IV DALVKYEQPIFVY IPPFG 

7261 AGAGCTACGCGGAGGCTCTTGGGTAAGTTATCAACTTTGGACTACTAAAATTATTTCT^ 7320 
E L R G G S W 

7321 CGATTGCAGGTTGTCGTTGACCCTACCATTAATCCCGATTTTATGGAGATGTATGCTGAT 7380 
VVVDPTINPDFMEMYAD 

7381 ATCGACTCTCGCGGTGGCGTCCTTGAGCCTGAAGGTATAGTAAACATCAAATACCGTCGT 744 0 
IDSRGGVLEPEGIVN IKYRR 

7441 GATAAGCAACTCGAGACTATGGCACGTCTGGACCCTGAGTACGGTGCTCTTCGAAAGCAG 7500 
DKQLETMARLDPEYGALRKQ 

7501 CTCACAGATCCGTCACTCACTCCAGATCAATTAAGTGATATTAAAGTCAAAGCAAGTGCA 7560 
LTDPSLTPDQLSDIKVK ASA 

7561 CGTGAACAATTACTTTTACCTGTGTACATGCAGGTTTCATTACAGTTTGCCGATTTACAC 7620 
REQ LLL PVYMQVSLQ FADLH 

7621 GATCGAGCTGGGCGTATGAAAGCAAAAGATGTAATACGTCAGTCATTAGTCTGGAGAGAA 7680 
DRAGRMKAKDVIRQS LVWRE 

7681 GCTCGCCGCTTCTTCTACTGGCGGGTACGTCGTCGTGTTAACGAAGAGTATATTCTAAAG 7740 
ARRFFYWRVRRRVNEEYILK 

7741 CGTATGTCAACGGCGTCTAAGAATTCTCTGAAATCCCGAGCTCGAAACATTGCAACTTTA 7800 
RMSTASKNSLKSRARNIATL 

7801 TCTGCATGGACTGGCATTTCATTGTTCGAAACGGCTGACCGTGAGGTCGCAATGTGGTAC 7860 
SAWTGISLFETADREVAMWY 

7861 GAAGAAAATCGTAAAGTTGTCGGTGAGAAGGTCGAGTCTCTCAAAACTGATGACGTAGCA 7920 
EENRKVVGEKVESLKTDDVA 

7921 TTCGAGGTCTCAGCCTTGCTGCGATCTAATGGAAAGGGTGGACTTAAAGGTGTACACCAG 7980 
FEVSALLRSKGKGGLKGVHQ 
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7981 GTCCTGACTATGTOCCTG^ 8040 
8041 TAAACAGATTGAAATATTTTGAAAGTCTrACTTTTTCCCTAGTCACTTCATAGGGACGAG 8100 

* 

8101 AGGATAATATTTGTATATATATA 8123 
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^vindications 



1. Microorganisme, caracterise en ce qu'U ne presente plus, par mutation, ffactivitf 
bomologue de l'activite d'une cible biCKbimique ddtemunee et qu'U est complement* par 
expression de l'activiti cible ou d'une activity homologue. 

10 

2. Microorganisme selon la revendication 1, caracterise en ce qu'U est de type cukaryotc. 

3. Microorganisme selon la revendication 2, caracterise en ce qu'U est constitu6 par une 
levure . 

4. Microorganisme selon la revendication 3. caracterise en ce que la levure est du type 

Saccharomyces. 

5. Microorganisme selon la revendication 2, caracterise en ce qu'U est constitue par un 
20 champignon . 

6. Microorganisme selon la revendication 5, caracterise en ce que le champignon est du type 
Neurospora. 

25 7. Microorganisme selon l'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que la able 
biochimique est l'acetylcoenzymeAcarboxylase: ACoACase, EC 6.4.1.2. 

8. Microorganisme selon la revendication 7, caracterise en ce que 1'ACoACase provient du 
rat Rants norvegicus. 

30 . , 

9. Microorganisme selon la revendication 7, caracterise en ce que 1'ACoACase provient de 

Erysiphe graminis SEQ ID NO: 1 . 

10- Systfeme de criblage permettant de selectionner des molecules ayant une activite 
35 specifiquement dirigee contre une cible biochimique determinee, comprenant au moins deux 
microorganismes. selon l'une des revendications 1 a 9. identiques du point de vue gen6tique a 
l'exception de l'activiti cible ou d'un homologue de cette activitfc 
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. le premier pour tester l'expression de l'activit£ cible capable de complementer un 
microorganisme ne prcscntant plus d'activitc homologue endogene et permeate ainsi sa 
croissance, 

. le second pour tester l'expression d une activite homologue a l'activite cible provenant 
d'un organisms quelconque et capable de complementer le meme microorganisme ne 
prescntant plus d'activite homologue endogene et permettre ainsi sa croissance. 

11- Systeme de criblage selon la revendication 10. caracterise en ce qu'il comprend deox 
microorganismes distincts. 

12- Systeme de criblage selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il comprend trois 
microorganismes distincts. 



13- Systeme de criblage selon 1'une des revendications 10 a 12, caracteris6 en ce que la cible 
15 biochimiquc est choisie de soite que l'inhibition de l'activite de la cible biochimique soit 

Ictale pour la croissance du microorganisme complemented au moins dans un milieu de 
culture determined 

14- . Proced* de criblage permettant de sclectionner des molecules ayant une activite 
20 specifiquement dirigee contre une cible biochimique determinee, caracteris6 en ce qu'on 

applique le produit a tester sur chacun des microorganismes du systeme selon 1'une des 
revendications 10 a 13 et qu'on effectue l'observation de l'inhibition differentielle, par le 
produit tested de la cible et d'un de ses homologues. 

25 15. Proc6d6 selon la revendication 14, caracterise en ce qu'on selectionne des molecules 
ayant une action protectrice des plantes. 

16-. Sequence du gene codant pour 1'ACoACase d'Erysiphe graminis selon SEQ ID NO:l. 
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Abstract 



Microorganism (A) mutated so that it does not have activity homologous to a target activity but is 
complemented by expression of the target (or homologous) activity is new. Also new is a system for 
screening to detect cpds. with specific activity against a partic. biochemical target compnsing at least 2 
microorganisms genetically identical except for target or homologous activity. The gene for ACoACase 
(acetyl coenzyme A carboxylase) of Erysiphe graminis, having the sequence of 8123 bp given in the 
specification is claimed. 
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